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(57) Abstract 

A fluorometric method was developed to determine the activity of lipases of animal, vegetable and microbial origin, in particular of 
lipases detectable in serum. For that purpose, fluorescent triglyceride analogues were synlhesised in which an acyl or ^^l*^} .^^ain bears a 
fluorophore at the a,-end and another acyl or alkyl chain bears a fluorescence quencher. The fluorescent lipid is ^olubiiised wida amph^^^^ 
h the form of liposomes, vesicles, micelles or emulsions in order to determine lipase activity. The fluorescent substrate may also be 
dissolved as such in an aqueous medium or be dissolved in organic solvents to be presented to the enzyme. TTie mvention for the first time 
describes complexes of fluorescent triglycerides with appropriate proteins (for example albumin) in an aqu^^s medium as new substrate 
solubiUsation forms for lipase analysis. The activity of lipolytic enzymes is determined through hydrolysis of the fluorescent substrate that 
results in a continuous increase in fluorescence intensity. 

(57) Zusammenfassung 

Zur Bestimmung der Aktivitat von Lipasen Uerischer. pflanzlicher und mikrobieller Herkunft sowie insbesondere im Serum 
detektierbarer Lipasen wurde eine Methode auf fluorimetrischer Basis entwickelt. Zu diesem Zweck wuMen fluorogene Tnglycerid^loge 
svnthetisiert in denen eine Acyl- oder Alkylkette am w-Ende einen Huorophor und eine andere einen Fluoreszen^uencher trigt. Fur die 
SSstX^^^ das fluorogene Upid mit Amphiphilen in Form von Liposomen, Vesikeln. Micellen oder Ernulsionen solubibsi^ 
Das fluorogene Substrat kann auch als solches im wafirigen Medium verteili oder in organischen Losungsmitteln ge ost dem Enzym angcboten 
we derAls neue Solubilisierungsform fur Substrate in der Lipaseanalytik werden Komplexe von fluorogenen Tnglyceriden in.t gee.gneten 
Proteinen (z B Albumin) im wSBrigen Medium erstmals beschrieben. Die Aktivitat der fettspalienden Enzyme wird uber die Hydrolyse des 
fluorogenen Substrates bestimmt, die mit einem kontinuieriichen Anstieg der Fluoreszenzmtensitai verbunden ist. 
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"Fluoreszenzbestimmung der Aktivitat lipolytischer Enzyme' 



Beschreibung 



Zur Bestimmung der Aktivitat von Lipasen tierischer. pflanzlicher und mikrobieller 
Herkunft (fungaie und bakter.elle Lipasen), sowie im Serum detektierbarer 
Lipasen [Lipoprotein-Lipase (LPL), hepatische Lipase (HL), Pankreaslipase (PL)l 
wurde eine Methode auf fluorimetrischer Basis entwickelt. Zu dieserr. Zweck 
wurden fluorogene Triglyceridanaloge synthetisiert. in denen eine Acyl- oder 
Alkylkette am a;-Ende einen Fluorophor und eine andere einen Fiuoreszenzquen- 
cher tragt (s.ehe Formel I und II). Der dritte Substituent kann ein aliphatischer 
Kohlenwasserstoffrest sein. Fur die Aktivitatsbestimmung wird das fluorogene 
Lipid mit Amphiphilen in Form von Liposomen. Vesikein, Micellen oder Emulsio- 
nen solubilisiert. Das fluorogene Substrat kann auch als solches im waBrigen 
Medium verteilt oder in organischen Losungsmittein gelost dem Enzym ange- 
boten werden. Als neue Solubilisierungsform fur Substrate in der Lipaseanalytik 
werden Komplexe von fluorogenen Triglyceriden mit geeigneten Proteinen (z.B. 
Albumin) im waBrigen Medium erstmals beschrieben. Die durch die tettspalten- 
den Enzyme induzierte Hydrolyse des fluorogenen Substrates fuhrt zu einer 
raumlichen Trennung der Fluorophor- und Quencher-substituierten Kohlenwas- 
serstoffkette und somit zu einem Fluoreszenzanstieg. 

Ri— X — CH2 

R2— Y — CH 
1 

R3— Z — CHj Formel I 

Wesentlicher Bestandteil der Erfindung ist die Komplexierung der fluorogenen 
Lipide mit Albumin in waBrigem Medium und darauffolgende Lyophiiisierung. die 
ein festes "vv/asserlosliches" Substrat fur die fluorimetrische Lipaseanalytik 
ergibt. Die vorgeschlagene Methode eignet sich fur zahlreiche praktische Anwen- 
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dungen wie z.B. fur die Lipaseanalytik in der medizinischen Diagnostik, der 
biotechnologischen Enzymproduktion, die Qualitatsuberpriifung von Lipasen, die 
in der organischen Chennie eingesetzt werden, den Nachweis von Lipasen oder 
Lipaseinhibitoren in Lebensmittein, sowie das Enzymscreening von biologischem 
Material, Von den fluorogenen Lipiden wurden jeweils die Stereoisomeren 
hergestellt und in verschiedenen Substratformen (siehe oben) zur Lipasebestim- 
mung eingesetzt. Verschiedene Lipasen zeigten stark unterschiedliche Stereospe- 
zifitaten an den fluorogenen Substraten. Das beschriebene Verfahren eignet sich 
daher fiir die Diskriminierung von Lipasen in naturlichen Enzymgemischen (z.B. 
Serunn) als auch fur das Screening (gentechnisch) modifizierter Enzyme. 

Stand der Technik: 

Folgende Methoden zur Bestimnnung der Aktivitat von Lipasen sind bekannt 
(Lipases, Borgstrom & Brockman, 1984): 

1) radiometrische Verfahren (Clin. Chem. 30,748 (1984)) 

2) titrimetrische Verfahren (Methods in Enzymology, Vol. 71, 619- 
627 (1981)) 

3) spektroskopische Verfahren: a) photometrische 

b) fluorimetrische 

adi) Die radiometrischen Verfahren sind diskontinuierliche Verfahren, bei denen 
die Freisetzung radioaktiv markierter Fettsauren aus einem Triglycerid nach 
erfoigter Abtrennung von der nicht umgesetzten Ausgangsverbindung bestimmt 
wird. Diese Methoden sind aufgrund der Verwendung von Radioaktivitat und der 
schlechten Reproduzierbarkeit sehr aufwendig. 

ad2) Die Freisetzung von Fettsauren aus Triglyceriden wird mittels Laugentitra- 
tion bestimmt. Fur genaue Messungen mussen jedoch groRe Mengen an Enzym 
sowie an Substrat eingesetzt werden. Diese Methode ist sehr storanfallig. Im 
speziellen ist diese Methode bei bestimmten "Substratformen" nicht gut an- 
wendbar, z.B. wenn das Substrat mit Detergentien solubilisiert ist oder in organi- 
schen Losungsmittein gelosT ist, 
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ad 3a) In diesem Fall wird die Bildung chromogener Carbonsauren aus ihren 
(Glycerin-) Estern photometrisch (und fluorimetrisch) bestinnmt (Boehringer 
Mannheim GmbH, Europaisches Patent 0207252B1 ). Die Empfindlichkeit dieser 
Methoden ist nicht sehr hoch, hingegen sind die fluorimetrischen Methoden 
5 empfindlicher und die Substrate vielfaltiger. 

ad 3b) Bekannte Fluoreszenzmethoden (siehe auch 3a) wurden auf folgenden 
Prinzipien basierend beschrieben (KSV-Chemicals, Oy Valimotie 7, Europaisches 
Patent 003758381). Tripyrenacyl-substituierte Triglyceride (Biochemica et 
10 Biophysica Acta, 963 (1988) 340-348) werden als Substrate geschildert, die 
intra- oder intermolekulare Excimerfluoreszenz in Gegenwart von Amphiphilen 
zeigen. Bel der hydrolytischen Spaltung einer Pyrenacylkette nimmt die Pyren- 
monomerfluoreszenz auf Kosten der Excimerfluoreszenz zu. Ein zweites Konzept 
ist ahnlich aufgebaut. Ein markiertes Substrat enthalt eine fluoreszierende 
15 Fettsaure (z.B. Pyrenbuttersaure), deren Fluoreszenz durch eIne im Molekul 
benachbarte Quencherfettsaure unterdruckt wird (z.B. Bromhexansaure). Sub- 
stratspaltung fuhrt zu einer Entquenchung und somit zu einem Fluoreszenzan- 
stieg. Beide Methoden funktionieren nur dann, wenn beide Fluorophore(Excimer- 
technik) oder Fluorophor und Quencher (Brom wirkt auf wenige Zehntel nm 
20 Distanz) eng benachbart sind. Wie im folgenden dargestellt, trifft dies in den 
meisten Fallen nicht zu. Bei der Third Conference on Methods and Applications 
of Fluorescence Spectroscopy in Prag/Tschechien vom 18. - 21.10.1993 ("Con- 
formational effects on the fluorescence of pyrene-labeied alkyldiacyl glycerols in 
different model membranes". Peer reviewed articles. Plenum Press, in press) 
25 haben wir bereits berichtet, daft Di-pyrenacylglycerole "ungunstige" Konformati- 

onen in Micellen, Emulsionen, in Gegenwart von Albumin sowie in organischen 
Losungsmitteln zeigen und nur in Vesikein intramolekulare Excimer-Fluoreszenz 
ausbilden. Bei der Verwendung von Bromacyl-substituierten Pyrentriglyceriden 
in Micellen, Emulsionen, Albumin sowie in organischen Losungsmitteln wird die 
30 erforderliche Nachbarschaft von Bromacyi und Pyrenacyl-Rest aus denselben 
Grunden auch nicht erreicht und der gewunschte Quencheffekt nicht erzielt. Die 
bisher bekannten Substrate konnen allenfalls in Vesikein zur Aktivitatsbestim- 
mung von angereicherten und reinen Enzymen verwendet werden. Bei Serum- 
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analysen kommt es hingegen zur Assoziation des Pyrentriglycerides mit Apolipo- 
proteinen und Albumin, die damit zum oben erwahnten Problem fuhrt. Es wird 
deshalb ein Substrat benotigt, das Fluorophor und Quencher im seiben Molekul 
enthalt und bei dem der Quencheffekt nicht Oder kaum von der Konformation 
5 abhangt. Eine solche Quenchung kann durch ResonanzEnergieTransfer IRET) 
(das Absorptionsspektrumdes Quenchers uberlappt mit dem Emissionsspektrum 
des Fluorophors) erfolgen (Principles of Fluorescence Spectroscopy, J.R. Lako- 
wicz, Plenum Press, 1983). Wichtig dabei ist, dad der Fluorophor und der 
Quencher an das a^-Ende der hydrophoben Seitenketten gebunden sind, da in 
10 diesem Fall keine direkte Interferenz mit der Esterhydrolyse durch das Enzym 

auftreten kann. 

Neben chromogenen Triglyceriden wurden auch Fettsaureester von Fluorophoren 
(z.B. Methylumbelliferon; Analytic Sciences February 1991, Vol. 1, 15-18) 
15 beschrieben, die im intakten Zustand wenig, nach Hydrolysespaltung starker 

fluoreszieren (Biochemica et Biophysica Acta, 1006 (1989) 84-88). Allgemein 
werden hier sehr hohe Mengen an Substrat benotigt, die bei Analysen von 
nativem biologischen Material zu Artefakten fuhren konnen. 

20 Bei alien bisher bekannten Methoden wird Detergenz fur die Solubilisierung des 
lipophilen Substrates benotigt. Dadurch wird vielfach das native biologische 
Milieu zerstort (z.B. Solubilisierung von Lipoproteinen und Denaturierung von 
Proteinen im menschlichen Serum) (Human Serum Lipoproteins, Fruchart & 
Shepherd, de Gruyter 1989). 

25 

Die vorliegende Erfindung beschreibt die chemische Synthese neuer fluorogener 
Lipasesubstrate (Lipidanaloga). Das optische Melisignal ist unabhangig von der 
Konformation des Lipidsubstrats und somit auch von der Substratform. Weiters 
wird eine neue Substratform fur die Solubilisierung des Substrats beschrieben, 
30 die universell fur die Bestimmung von Lipaseaktivitaten in biologischen und 

kunstlichen Milieus verwendet werden kann. 
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Ausfuhrliche Beschreibunq: 

Die fur eine fluorimetrische Messung verwendeten Substanzen sind Verbindun- 
gen mit folgender Struktur: 



Die Verbindungen der angegebenen Struktur konnen sich von sn-Glycerin ablei- 
ten, wobei X, Z gleich 0 sein kann. Mindestens einer der Reste R^^a.a »st eine 
Acyl- Oder Alkylgruppe, die am a;-Ende einen fluoreszierenden Rest enthalt und 
mindestens ein weiterer Rest Ri 2.3 ist ein Acyl- bzw. Alkylrest, der am a;-Ende 
einen Chromophor gebunden enthalt und der die Fluoreszenz des Fluorophors 
uber Resonanzenergietransfer (RET) quencht. Mindestens eine der Kohlen- 
wasserstoffketten, die Quencher oder Fluorophor enthalten, mussen uber eine 
Acyl- Oder Thioesterbindung vorzugsweise an eine primare Alkoholfunktion des 
Glycerins bzw. Propangerusts gebunden sein. Ein Rest R, 2.3 kann ein aliphati- 
scher Kohlenwasserstoff sein. X, Y oder Z konnen jedoch auch S, NH oder CHj 
sein. 

Fluorophor-substituierte Seitenketten R^ 2.3 konnen sein: 

I. vorzugsweise Pyren gebunden an das a;-Ende einer Acyl- oder Alkylkette mit 
einer Kettenlange von C2 - C20 mit 0 bis 6 Doppelbindungen. 

II. Anstelle von Pyren kann einer der nachfoigenden Fluorophore eingesetzt 
warden: Perylen, Anthryl, Anthraniloyl, SaliciloyI, Tetracen, Anthracen, Phenan- 
tren, Naphthalen, Cumaron, Cumarin, Acridin, Aminonaphtolsulfonsaure. Phenyl- 
oxadiazol, Diphenyloxazol, Alloxazin, Stilben, Dibenzopyron, Fluoren, Fluorenon, 
p-Quinon, Methy lumbellif eron, Trinitrophenylamin, Phenazin, PhenylindoU Quino- 
lin, Diphenylacetylen, Benzothiophen, Cyanothiocarbonyle, 1 ,3,5,7-Dekatetraen, 
Rhodamin, Diphenylhexatrien, Dansyl, 7-Nitrobenz-2-oxa-1 ,3-diazol (NBD), 
Benzocarbazon, Dibenzofuran, Parinarsaure, 4,4-Difiuoro-4.bora-3a,4a-diaza-5- 



CH2 



R2 — Y 



CH 
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indacen. 

Quencher-substituierte Seitenketten Ri.2.3 konnen sein: 

I. fur Pyren als Fluorophor vorzugsweise Trinitrophenylamin gebunden an das w- 
5 Ende einer Acyl- Oder Alkylkette mit einer Kettenlange von C2 - C20 mit O bis 6 

Doppelbindungen. 

II. Anstelle von Trinitrophenylamin konnen alle chromogenen oder fluorogenen 
Verbindungen verwendet werden, deren Absorptionsspektrum (Akzeptor) mit 
dem Emissionsspektrum (Donor) des vermessenen Fluorophors uberlappt. Als 

1 0 geeignete Donor-Akzeptor Komblnationen konnen alle geeigneten Kombinationen 

von Fluorophoren (siehe oben, II.) verwendet werden. 

Als Beispiel fiir den beschriebenen Verbindungstyp dient das in der nachsten 
Struktur dargestellte 1 -0-Hexadecyl-2-pyrendecanoyl-3-trinitrophenylaminodode- 
1 5 canoyl-sn-alvcerol. 



20 




25 NO2 

Formel II 

Ausgangsverbindung fiir das fluorogene Aikyldiacylglycerol ist ein l-O-Alkylgly- 
cerol, das nach bekannten Verfahren (siehe Hermetter & Paltauf) in Etherlipids; 
30 Biochemical and Biomedical Aspects (H. Mangold & F. Paltauf, Editors), Aca- 

demic Press, 1983, p. 389) in ein 1 -0-Alkyl-2-acyl-3-0-tritylglycerol umgewan- 
delt wird (Acylierungsvorschrift: F. Paltauf & A. Hermetter, Methods in 
Enzymology 197 (1991) 134), wobei die 2-Acylgruppe den Fluorophor oder den 
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Quencher tragen kann. Nach einem Verfahren, das bereits fur die Synthese von 
Phospholipiden beschrieben ist (Chem. Phys. Lipids, 50 (1989) 57-62), und hier 
erstmals fur die Triglyceridsynthese beschrieben wird, wird die Tritylgruppe 
durch einen weiteren Acylrest ersetzt, der komplennentar zur Position 2 einen 
Quencher oder Fluorophor tragt. Dieses Verfahren kann such angewendet 
werden, urn aus subsTituierten 1 ,2-Dialkyl-3-0-Trityl, 1-Acyl-2-0"alkyl-3-0-trityl 
und 1,2-Diacyi-3-0-tritylglycerolen die entsprechenden Dialkylacyl und Triacyl- 
glycerole herzustellen, wobei eine Seitenkette der Ausgangsverbindung Fluoro- 
phor Oder Quencher enthalt und uber den Tritylaustausch ein Acylrest eingefuhrt 
wird, der komplementar dazu Quencher oder Fluorophor enthalt. Ebenso konnen 
nach dieser Methode aus 1-Acyl-2-acylamino-3-0-trityI-1 ,3-propandiolen durch 
Tritylgruppenaustausch die entsprechenden 1 ,3-Diacyl-2-acylannino-propandiole 
hergestellt werden, die einen Fluorophor- und einen Quencher-substituierten 
Acylrest enthalten. 

Fur die fluorimetrische Bestimmung von Lipasen konnen die neuen Substrate 
nach alien herkommlichen Methoden im wa&rigen Milieu (Lipases, Borgstrom & 
Brockman (Editors), Elsevier, 1984) und zwar in Phospholipidvesikein, in Deter- 
gensmicellen und Emulsionen verteilt oder in organischen Losungsnnitteln gelost 
werden. 

Hier wird eine neue Solubilisierungs{Substrat)form beschrieben, wobei das 
Substrat durch Komplexierung mit einem geeigneten Protein bevorzugt Rinder- 
serum Albumin (BSA) in einem definierten Molverhaltnis in der waBrigen Phase 
verteilt wird. Hierzu wird eine ethanolische Losung des Lipidanalogen in eine 
walirige Pufferlosung mit definiertem pH, die bereits BSA enthalt, injiziert. Die 
in dieser Weise erhaltene Substratform (Lipid-Protein-Komplex) kann sowohl in 
biologischen als auch in kunstlichen Milieus verwendet werden. Im besonderen 
ist hervorzuheben, daS die native Zusammensetzung empfindlicher biologischer 
Systeme, wie z.B. von menschlichem Serum, nicht zerstort und die Lipaseakti- 
vitat dieser Proben in Gegenwart ihrer intakten Bestandteile (Proteine, Lipopro- 
teine!) erfolgen kann. Als Komplexierungsprotein konnen allgemein lipidbindende 
Proteine, insbesondere folgende Stoffe verwendet werden: BSA, HSA (Human- 
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serum Albumin), Casein, Lactalbumin, Ovalbumin, wasserlosliche Apolipopro- 
teine sowie modifizierte Formen der bereits erwahnten Proteine (methylierte, 
carboxylierte, acetylierte sowie durch chemische oder genetische Methoden 
modifizierte Proteine). Untersucht wurden sowohl die fettfreien als auch die im 
5 Handel ubiichen Proteine (nur teilweise entfettet). Die dargestellten Komplexe 
stellen Assoziate von Lipid und Protein im Molverhaltnis 1/1 dar. 

Der wasserlosliche Lipid-Protein-Komplex kann mittels eines Lyophilisators 
gefriergetrocknet und als testes Pulver isoliert werden. Diese Praparate sind 
nach Wiederaufiosen in wadrigen Medien fur die Vermessung von Lipaseakttvi- 
taten geeignet. Die Lyophilisierung des Lipid-Protein-Komplexes kann in Ab- 
wesenheit oder in Gegenwart von Puffer oder Mineralsalzen sowie von nieder- 
oder hochmolekularen Zusatzstoffen, bevorzugt Kohlehydraten, durchgefuhrt 
werden. Bevorzugt erfolgt die Lyophilisierung aus einer Losung von 10 milli- 
molaren N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-(2-ethansulfonsaure)/NaOH {HEPES- 
NaOH), pH 7,4, und Glykogen oder PBS {2 g KCI, 2 g KH2PO4, 80 g NaCI und 
21,6 g NbsHPOa - HjO in 1 Liter HjO) und Starke. Fur die Lipasebestimmung 
kann das Lyophilisat bevorzugt in destilliertem Wasser, wenn die Lyophilisierung 
aus Puffersalzlosung vorgenommen v^/urde, oder in wadriger Pufferlosung, die 
bevorzugt HEPES-NaOH oder Phosphat oder Tris-HCI, pH 7,4, enthalten, wieder- 
aufgelost werden. 

Zur Herstellung des Komplexes wird die Losung vom fluorogenen Triglycerid 
entsprechend Formal I oder II, vorzugsweise in Ethanol, unter RCihren in eine 
25 waBrige Losung von Protein, vorzugsweise Albumin, die Puffer- oder Mineral- 

salze enthalten kann, bei Temperaturen, vorzugsweise zwischen 20 und 37**C, 
injiziert. Das Ethanol-Wasser-Verhaltnis ist kleiner als 1/100, v/v. Dieses Pra- 
parat kann sofort fur eine Lipasebestimmung verwendet werden oder gunstiger- 
weise nach einer Equilibrierungsphase von ca. 20 Stunden. Nach Zugabe von 
30 Lipase oder eines Lipase-enthaltenden Praparats kann die Aktivitat der Lipase 
uber den zeitabhangigen Anstieg der Fluoreszenzintensitat kontinuierlich be- 
stimmt werden (Fig. 1). Die in der Probe befindliche(n) Lipase(n) spaltet das 
Lipidanaloge und f uhrt durch raumliche Trennung von Fluorophor und Quencher 



10 



15 



20 
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2u einem vom Ausmafi der Hydrolyse linear abhangigen Anstieg der Fluoreszenz. 
Die niedrige Ausgangsintensitat des Fluorophors im intakten Substrat wird durch 
die gemeinsame Gegenwart von Fluorophor und Quencher an einem Molekul 
bewirkt. Dieser Basiswert gilt daher bei jeder Messung als wichtiger Hinweis fur 
5 die Quenchung des Fluorophors inn Substrat und somit fiir die Qualitat und 
Unversehrtheit der Testsubstanz. 

Die Lipasebestimmung kann auch als Endpunktsmethode durchgefuhrt werden, 
wobei eine einfache Ablesung des Fluoreszenzintensitatsanstiegs nach defi- 
nierter Inkubationszeit erfolgt. Die Fluoreszenzmessung selbst kann in kontinuier- 
licher Oder diskontinuierlicher Form mit einem Fluoreszenzspektrometer, Fluores- 
zenzmikroskop oder Plattenlesegerat durchgefuhrt werden. Die lipaseinduzierte 
Spaltung des fluorogenen Substrats kann quantitativ aus dem Anstieg der 
Fluoreszenzintensitat unter Zuhilfenahme einer Eichkurve (Fig. 2). die mittels 
ungequenchter pyrensubstituierter Triglyceride erstellt wurde. berechnet werden. 
Der Substratumsatz, der aus dem zeitabhangigen Fluoreszenzanstieg erhalten 
wird, entspricht der Zunahme der fluoreszierenden Spaltprodukte. die nach 
erfolgterdunnschichtchromatographischerAuftrennungauf KieselgeKLaufmittel: 
Petrolether/Chloroform/Eisessig96/4/l ) und Elution mittels Chloroform/Methanol 
2/1 fluorimetrisch bestimmt wurden. Es besteht ein linearer Zusammenhang 
zwischen Fluoreszenzanstieg und der K/Ienge oder Aktivitat von Lipase im Test- 
gemisch (Fig. 3). Diese Linearitat wurde allgemeln fur tierische und mikrobielle 
Lipasen gefunden. Im besonderen wurden untersucht: Lipoproteinlipase im 
menschlichen Serum, in der Kuhmilch. in humaner Muttermilch; angereicherte 
und reine Lipoproteinlipase; Pankreaslipase in Gegenwart und Abwesenheit von 
Colipase; hepatische Lipase; sowie Lipasen aus Pseudomonas species, Chromo- 
bakterium viscosum, Candida rugosa, Rhizopus arrhizus, Geotrichum candidum. 

Die vorliegende Erfindung kann in folgenden wichtigen Bereichen der Lipase- 
30 analytik praktisch eingesetzt werden. 

1) Medizinische Diagnostik: Die Bestimmung von Lipaseaktivitat im mensch- 
lichen Serum ist wichtig bei der Untersuchung pathologischer Falle wie Fettstoff- 
wechselstorungen (Hyperlipidamie. Adipositas), sowie auch destruktiven Prozes- 
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sen, die 2u Organschaden fiihren, wobei Enzyme in das Serum entlassen war- 
den, die dort entweder gar nicht Oder nur in sehr geringer Konzentration vorkom- 
men (z.B. bei Karzinomen oder entzundlichen Prozessen der Leber und des 
Pankreas, Oder Schadigung dieser Organe bei Alkoholismus). 
5 2) Screening von Lipasen in Mikroorganismen und Pflanzen sowie chemisch und 

gentechnisch modifizierter Enzyme. 

3) Stereoisomere der Substanzen der Formeln I und II konnen fur das Screening 
unterschiedlicher Stereoselektivitaten von naturlichen sowie chemisch und 
gentechnisch modifizierten Lipasen herangezogen werden. Zum Beispiel wird das 

10 sn-1 Acylisomer der Verbindung II von Lipoproteinlipase ca. 25 mal schneller 
umgesetzt als das sn-3 Acylisomere. Andere Lipasen, die im Serum detektierbar 
sein konnen, wie beispielsweise Pankreaslipase, zeigen geringere Stereopraferen- 
zen. Daher kann aus dem Grad der gemessenen Stereopraferenz, der Anteil von 
Lipoproteinlipase an der Gesamtlipaseaktivitat des Serums bestimmt werden. 

15 4) Aktivitatsscreening bei Isolierung und Aufreinigung von naturlichen sowie 
gentechnisch und biotechnologisch produzierten Lipasen, die nach verschiedenen 
Methoden wie Saulenchromatographie, HPLC, Gelelektrophorese, Ultrafiltration 
gereinigt werden. Nach elektrophoretischer Trennung kann die Enzymdetektion 
direkt auf dem Gel erfolgen. 

20 5) Bestimmung von Lipasen und Lipaseinhibitoren aus Lebensmitteln. 

ErfindungsgemaU wird auch ein Kit zur Aktivitatsbestimmung von Lipasen, 
insbesondere Lipoprotein-, hepatische und pankreatische Lipasen bereitgestellt, 
umfassend eine Lipase, insbesondere eine Lipoprotein-, hepatische und/oder 
25 pankreatische Lipase, als PositivkontroMe und ein oder mehrere Verbindungen 

nach einem der Anspruche 1 bis 15 sowie ubiiche Hilfsstoffe. 



30 



Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung weiter: 
Beispiel 1 

1-0-Hexadecyl-2-pyrendecanoyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)-srv- 
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glycerol 

1-O-Hexadecyl-sn-glycerol wird mit Tritylchlorid an der sn-3 Position trityliert 
(siehe Hermetter & Paltauf in Etherlipids; Biochemical and Biomedical Aspects 
(H. Mangold & F. Paltauf. Editors). Academic Press. 1983. p. 389) und das 
resultierende Alkyltritylglycerol mit Pyrendecansaure an der noch f reien sn-2 OH- 
Gruppe 2um i-0-Hexadecyi-2-pyrendecanoyl-3-0-trityl-sn-glycerol verestert 
(Acylierungsvorschrift: F. Paltauf & A. Hermetter. Methods in Enzymology 197 
(1991) 134). Eine Losungdes resultierenden 1-0-Hexadecyl-2-pyrendecanoyl-3- 
O-trityl-SD-glycerols, 150 mg (109.5 //mol). sowie von 280 mg (335 ;/mol) 
Trinitrophenylaminododecansaureanhydrid und 500 ^1 Bortrifluorid-Etherat 
(50%ig) in 2 ml Methylenchlorid wird eine halbe Stunde bei O^C und zwei 
weitere Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird durch 
Zugabe von NaHCOg unter Ruhren neutralisiert. Die Losung des Rohprodukts im 
ofganischen Losungsmittel wird abgetrennt und im Nj-Strom auf 1 ml eingeengt. 
Dann warden 10 ml Petrolether zugegeben. Der Niederschlag wird verworfen 
und der Uberstand auf eine Kieselgelsaule aufgetragen. Elution der Saule mit 
Petrolether/Essigester9/1 (v/v) liefert 86.3 mg (79.9 //mol) des Produktes (73% 
Ausbeute). das diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel einheitlich ist. 
DC: Rf = 0,79 (Petrolether/Chloroform 1:4) 



Beispiel 2 

1-(2',4'.6'-TrinitrophenylaminododecanoyI)-2-pyrendecanoyl-3-0-hexadecyl-sn- 
glycerol 

Herstellung analog Beispiel 1 : aus 3-O-Hexadecyl-sn-glycerol. aus dem zunachst 
1-0-Trityl-2-pyrendecanoyl-3-0-hexadecyl-sn.-glycerol erhalten wurde. Aus 
letzterer Verbindung (300 mg. 328.4 /ymol) wurde 1 -Trinitrophenylaminododeca- 
noyl-2-pyrendecanoyl-3-0-hexadecyl-sn-glycerol(212,7 mg, 197,1 /;mol, 60% 
Ausbeute) nach Saulenchromatographie erhalten. 
DC: Rf = 0,79 (Petrolether/Chloroform 1:4) 
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Beispiel 3 

1-0-Dodecyl-2-pyrendecanovl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)-§n- 
glycerol 

5 Herstellung analog Beispiel 1: aus 100 mg (1 03,2 //mol) 1-0-D9decyl-2-pyren- 

decanoyl-3-O-triTyl-sn-glyceroi wurden 72,9 mg (71,2 ^/mol, 69% Ausbeute) 1- 

0- Dodecyl-2-pyrendecanoyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)-sa- 
glycerol erhalten. 

DC: Rf = 0,75 (Petrolether/Chloroform 1:4) 

10 

Beispiel 4 

1- /2%4\6^-TrinitrQphenylaminodQdecanoyn-2-pyrendecanovl-3-0-dodecvl-sn- 
glycerol 

15 Herstellung analog Beispiel 1: aus 100 nng {103,2/ymol) 1-0-Trityl-2-pyrendeca- 
noyl-3-O-dodecyl-sn-glycerol wurden 63,4 mg (61,9 jjmo\, 60% Ausbeute) 1- 
{2',4',6'-Trinitrophenylaminododecanoyl)-2-pyrendecanoyl-3-0-dodecvl-sa- 
glycerol erhalten. 

DC: Rf = 0,75 (Petrolether/Chloroform 1:4) 

20 

Beispiel 5 

1 -0-Tetradecyl-2-0-pyrendecyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminohexanoyl)-sa- 
glycerol 

25 1 -O-Tetradecyl-sn-glycerol wird mit Trity Ichiorid ins 1 -O-Tetradecyl-3-O-trityl-sn- 

glycerol umgewandelt (siehe Hermetter & Paltauf in Etherlipids; Biochemical and 
Biomedical Aspects (H. Mangold & F. Paltauf, Editors), Academic Press, 1983, 
p. 389). Alkylierung der letzteren Substanz mit Pyrenhexylmesylat, das aus 
Pyrenhexanol und Mesylchlorid erhalten wurde (s. Hermetter & Paltauf in Ether- 

30 lipids; Biochemical and Biomedical Aspects (H. Mangold & F. Paltauf, Editors), 
Academic Press, 1983, p. 389), iiefert 1 -0-Tetradecyl-2-0-pyrendecyl-3-0-trityl- 
sn-glycerol. Das Dialkyltritylglycerol (250 mg, 286,9 //mol) wird mit Trinitro- 
phenylaminohexansaureanhydrid (573,7 mg, 860,7 //mol) in Gegenwart von 
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Bortrifluorid-Etherat (50%ig), analog zum Verfahren in Beispiel 1, in das Endpro- 
dukt umgewandelt (191,4 mg, 200,8 /ymol, 70% Ausbeute). 
DC: Rf = 0,85 (Petrolether/Chloroform 1:4) 

5 Beispiel 6 

1 -(2^4^6'-TrinitrophenylanninohexanoyI)-2-0-pyrendecyl-3-0-tet^adecyl-sn- 
glycerol 

Herstellung analog Beispiel 5: aus 200 mg (229,5 ;/mol) 1-0-TriTyl-2-0-pyren- 
10 decyl-3-O-tetradecyl-sn-glycerol warden 148,8 mg (156,1 /ymol, 68% Ausbeute) 
1-TrinitrophenylaminohexanoyI-2-0-pyrendecyl-3-0-tetradecyl-sn-glycerol erhal- 

ten. 

DC: Rf = 0,85 (Petrolether/Chloroform 1:4) 
1 5 Beispiel 7 

rac.1-Oleoyl-2-pyrendodecanoyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)- 
glycerol 

Analog zum Verfahren in Beispiel 1 wird aus rac.l-Oleoyl-glycerol rac.l-Oleoyl- 
20 3-0-trityl-glycerol hergestellt, das mit Pyrendodecansaureanhydrid in rac.l- 
Oleoyl-2-pyrendodecanoyl-3-0-tritylglycerol umgewandelt wird. Der Umsatz 
des Diacyltritylglycerols (200 mg, 209,8 A/mol) mit Trinitrophenylaminododecan- 
saureanhydrid (525,5 mg, 629,4 //mol) in Gegenwart von Bortrifluorid-Etherat 
{50%ig), liefert rac.1-Oleoyi-2-pyrendodecanoyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylamino- 
25 dodecanoyD-glycerol (122,1 mg, 109,1 /ymol, 52% Ausbeute). 
DC: Rf = 0,75 (Petrolether/Chloroform 1:4) 

Beispiel 8 

30 i-(2',4',6'-Trinitrophenylaminododecanoyl)-2-pyrendodecanoyl-3-oleoyl-sn- 
glycerol 

Analog zum Verfahren in Beispiel 7 wird S-Oleoyl-sn-glycerol zunachst uber das 
Oleoyltrityl-sn-glycerol in 1 -0-Trityl-2-pyrendodecanoyl-3-oleoYl-Sii-glVcerol 
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umgewandelt, das mit Trinitrophenylaminododecansaureanhydrid in Gegenwart 
von Bortrifluorid-ETherat das Endprodukt (50% Ausbeute) gibt. 
DC: Rf = 0,75 (Petrolether/Chloroform 1:4) 

5 Beispiel 9 

1 -Oleoyl-2-pyrendodecanoyl-3-(2',4',6'-triniTrophenylaminododecanoyl)-sn.- 
glycerol 

Analog zum Verfahren in Beispiel 8 wird l-Oleoyl-2-pyrendodecanoyl-3-0-trityl- 
10 sn-glycerol in das Endprodukt umgewandelt (Ausbeute 56%). 

DC: Rf == 0,75 (Petrolether/Chloroform 1:4) 

Beispiel 10 

15 rac.l-Pyrendecanoyl-2-0-hexadecyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)- 
glycerol 

2-O-Hexadecyiglycerol (siehe Hermetter & Paltauf in Etherlipids; Biochemical and 
Biomedical and Biomedical Aspects (H. Mangold & F. Paltauf, Editors), Academic 
Press, 1983, p. 389) (100 mg 31 5 //mol) wurde mit Pyrendecansaure in Gegen- 

20 wart von Dimethylaminopyridin (85,5 mg, 100 //mol) und Dicyclohexylcarbodi- 

imid (75 mg, 350 //mo!) in 5 ml CHCIa 'acyliert (Acylierungsvorschrift: F. Paltauf 
& A. Hermetter, Methods in Enzymology 197 (1991) 134). Das gebildete rac.1- 
Pyrendecanoy!-2-0-hexadecyl-glycerol wurde an Kieselgel chromatographiert 
(Elution mit einem Gradienten von Petrolether-Ether). Das Reinprodukt wurde in 

25 87% Ausbeute (146 mg) erhalten; DC an Kieselgel: Rf = 0,40 <Chloro- 

form/Azeton/Eisessig 96:4:1). Das Acylalkylglycerol (146 mg, 188 //mol) wurde 
hierauf mit Trinitrophenylaminododecansaure ( 1 00 mg, 230 >tymol) in Gegenwart 
von 52 mg Dimethylaminopyridin (423 prr\o\) und 42 mg Dicyciohexylcarbodi- 
imid (200 pmo\) in 5 ml Chloroform acyliert. Das gebildete rac.l-Pyrendecanoyl- 

30 2-0-hexadecyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)-glycerol wurde an 

Kieselgel (Elution mit einem Gradienten von Petrolether-Ether (Kieselgel, Chloro- 
form/Azeton/Eisessig 96:4:1) gereinigt (137 mg, 68% Ausbeute). 
DC: Rf = 0,80 
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Beispiel 1 1 

rac.1-TetradecanoYlamino-2-pyrendecanoyl-3-(2'.4'.6'-trinitrophenylaminodode- 
canoyD-propandiol 

5 Die Synthese geht aus von rac.1-Tetradecanoylamino-3-0-tritylpropandiol, das 
nach Literaturvorschrift hergestellt wurde (R. Dijkman, N. Dekker, and G.H. 
Haas, Biochim.Biophys.Acta 1043 (1990) 67-74). Das Acyltritylpropandiol 
wurde mit Pyrendecansaure zum rac.1-TeTradecanoylamino-2-pyrendecanoyI-3- 
O-tritylpropandiol verestert (Es wurde die gieiche Methode wir fur die Acylierung 
10 von Alkyltritylglycerolen verwendet, siehe Hermetter & Paltauf in Etherlipids; 

Biochemical and Biomedical Aspects (H. Mangold & F. Paltauf. Editors), Aca- 
demic Press. 1983. p. 389. Aus dieser Verbindung (200 mg, 286.5 //mol) 
wurden durch Tritylgruppenaustausch mit Trinitrophenyiaminododecansaurean- 
hydrid. analog zu dem unter Beispiel 1 angegebenen Verfahren. 153.3 mg 

15 (177,6 ;ymol, 62% Ausbeute) des Endprodukts erhalten. 
DC: Rf = 0,70 (Petrolether/Chioroform 1 :4) 

Beispiel 12 

20 In eine Losung von 9 nmol (0.6 mg) Rinderserumalbumin (BSA) In 9 ml 10 mM 
Tris/HCI. pH 7,4 wird unter Ruhren mittels einer Hamiltonspritze in einem mog- 
lichst dCinnen Strahl eine Losung von 9 nmol (9/yg) 1-0-Hexadecyl-2-pyrendeca- 
noyl-3-(2'. 4'. 6'-trinitrophenylaminododecanoyl)-m-9'VceroI (Beispiel 1) in 30 p\ 
Ethanol bei Raumtemperatur eingespritzt. 3 ml einer derart erhaltenen Losung 
■ 25 eines BSA-Triglycerid-Komplexes werden mit 40 p\ Lipaseprobe (Lipoproteinli- 
pase) versetzt. Hierauf wird iiber den zeitabhangigen Anstieg der Fluoreszenz bei 
380 nm die Reaktion mit einem Fluorimeter bei 37°C verfolgt (Anregung 342 
nm; Spaltbreite: Anregung 1 0 nm Emission 10 nm). Die Lipaseaktivitat der Probe 
in pmol umgesetztes Substrat/Testvolumen/Zeiteinheit (hier 2.1 pmol/ml/min) 
30 wird aus der Steigung des Fluoreszenzanstiegs (Fig. 1 ) und uber eine Eichgerade 
(Fig. 2) ermittelt, welche fur bekannte Konzentrationen von Hexadecylpyren- 
decanoyltritylglycerol (HPTG) in wadriger Albuminlosung erhalten wurde. Die 
ermittelten Lipaseaktivitaten stehen in linearem Zusammenhang mit der einge- 
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setzten Enzymmenge (in /yg) {Fig. 3). 
Beispiel 13 

5 Wie unter Beispiel 12 beschrieben, wurde die Aktivitat von 1 /yg Lipoprotein- 

lipase (aus Kuhmilch) an einenn Albumin-Substrat-Komplex aus BSA und 1- 
(2',4',6'-Trinitrophenylanninododecanoyl)-2-pvrendecanoyl-3-0-hexadecyl-.snr 
glycerol (Beispiel 2) zu 52,3 pmol/nnl/min bestimnnt. 

10 Beispiel 14 

Wie unter Beispiel 12 beschrieben, wurde die Aktivitat von 1 /yg Lipoprotein- 
lipase (aus Kuhmilch) an einem Albunnin-Triglycerid-Konnplex aus BSA und 1-0- 
Dodecyl-2-pyrendecanoyI-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)-sn-glycerol 
15 (Beispiel 3) zu 6 pmol/ml/min bestinnmt. 

Beispiel 15 

Wie unter Beispiel 12 beschrieben, wurde die Aktivitat von 1 /jq Lipoprotein- 
20 lipase (aus Kuhmilch) an einem Albumin-Triglycerid-Komplex aus BSA und 1- 

(2',4',6'-Trinitrophenylaminododec^noyl)-2-pyrendecanoyl-3-0-dodecyl-sn- 
glycerol (Beispiel 4) zu 150 pmol/ml/min bestimmt. 

Beispiel 16 

25 

Die VerwendungverschiedenerKomplexierungsproteinefCirfluorogene Substrate 
der Lipoproteinlipase lieferte die in der Tabelle 1 zusammengestellten Ergebnisse. 
EinKomplex aus Protein und 1-0-Hexadecyl-2-pyrendecanoyl-3-(2',4',6'-trinitro- 
phenylaminododecanoyl)-sn-glycerol wurde gemaB Beispiel 12 hergestellt, 
30 wobei die in der Tabelle angefuhrten Proteine eingesetzt wurden. 

Die angefuhrten Proteine wurden gekauft (BSA: Boehringer Mannheim GmbH; 
die restlichen von Sigma). 

Die Lipoproteinlipaseaktivitat wurde nach der unter Beispiel 12 angefuhrten 
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Tabelle 1 



10 



Protein 


Aktivitat [pnnol/nnl/minl 


BSA (Rinderserumalbumin) 


18 


BSA-palmitoyliert 


8 


BSA-acetyliert 


13 


HSA (Humanserumalbumin) 


13 


Ovalbumin 


4 


1 Casein 


5 


1 Lactalbumin 


13 


1 Globulin 


1,3 



15 



20 



25 



Beispiel 17 

Fur verschiedene Lipasen wurden an einem Komplex aus 1-0-Dodecyl-2-pyren- 
decanoyl-3-(2'.4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)-^.-glycerol und BSA 
Aktivitaten gemessen, die linear von der Enzynnkonzentration abhangig waren. 
Bereiiung des Komplexes. Aktivitatsmessung sowie Auswertung erfolgten wie 
unter Beispiel 12 beschrieben. Mit Esterase aus Schweineleber und Phospho- 
lipase A, aus Schweinepankreas (beide von Boehringer Mannheim) wurden keine 
Aktivitaten gefunden. 

Folgende Lipasen zeigten deutliche Aktivitaten: Schweinepankreaslipase (PL) 
(von Boehringer Mannheim GmbH). Lipoproteinlipase (LPL) aus Humanserum und 
Kuhmilch, sowie menschliches Serum und Muttermilch; mikrobielie Lipasen aus: 
Chromobakterium viscosum, Candida rugosa, Rhizopus arrhizus. Pseudomonas 
species (von Nagase Biochemicals, Ltd., Japan). Geotrichum candidum. 



30 



EFSATZBLATT (REGEL 26) 



BNSDOCID: <WO 9532l8lA1_i_> 



wo 95/32181 



PCT/EP95/01919 



- 18 - 

Beispiel 18 

Bestimmt wurde der EinfluR von Salzen und Detergentien auf die Lipaseaktivitat 
von Lipoproteinlipase, 
5 Verwendeter Komplex: Herstellung und Zusammensetzung wie unter Beispiel 1 7 

beschrieben. 

Verwendete Lipoproteinlipase: LPL aus Kuhmilch. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 zusammengestellt: 

10 

Tabelle 2 



Additive 


Aktivitat 




[pmol/ml/min] 


ohne 


18 


0,1 M NaCI 


26 


10 mM CaCij 


30 


20 mM Triton 


22 


10 mM CaClj + 20 mM Triton 


40 



20 

Beispiel 19 

Wie unter Beispiel 13 beschrieben, warden die Aktivitaten von jeweils 20 //I 
25 nnenschlichen Plasnnas vor und nach Heparinisierung eines normolipamischen 

Spenders (60 U/kg Korpergewicht, Blutabnahme nach 25 min) durchgefuhrt. 
Serumiipaseaktivitat vor Heparinisierung: gering bis keine Aktivitat 
Serumlipaseaktivitat vor Heparinisierung: 60 pmol/ml/min 

30 Beispiel 20 

Der unter Beispiel 12 in waRrigem Medium erhaltene Komplex aus fluorogenem 
Substrat und Rinderserumalbumin wird bei -75°C eingefroren und anschlieBend 
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lyophilisiert. 
Beispiel 21 

5 Wie unter Beispiel 20 beschrieben, wurde ein Lyophilisat aus Albumin und 
fluorogenem Substrat hergestellt, wobei als wafiriges Medium eine Losung von 
25 mg Glykogen in 3 ml 10 mM HEPES, pH 7,4 (pH-Einstellung mit NaOH). 
verwendet wurde. 

10 Beispiel 22 

Wie unter Beispiel 20 beschrieben, wurde ein Lyophilisat aus Albumin und 
fluorogenem Substrat hergestellt, wobei als waRriges Medium eine Losung von 
25 mg Saccharose in 3 ml 10 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7.4, verwendet 
15 wurde. 

Beispiel 23 

Wie unter Beispiel 20 beschrieben, wurde ein Lyophilisat aus Albumin und 
20 fluorogenem Substrat hergestellt, wobei als waRriges Medium eine Losung von 
25 mg Starke in 3 ml PBS (2 g KCi, 2 g KH^PO^, 80 g NaCI und 21,6 g 
NA2HPO4H2O in 1 Liter H^O), pH 7,4, verwendet wurde. 

Beispiel 24 

25 

Die unter Beispiel 20-23 hergestellten Lyophilisate wurden in 9 ml HjO^^^ gelost. 
Jeweils 3 ml Aliquots wurde fur die Aktivitatsbestimmung von LPL wie unter 
Beispiel 1 1 beschrieben. verwendet. Die Resultate konnen der Tabelle 3 ent- 
nommen werden: 

30 
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Tabelie 3 



Lyophilisat 


Aktivitat 




(pmol/ml/min) 


aus Tris/HCI 


7 


BUS HEPES -h Glykogen 


12 


aus Phosphatpuffer -f Saccharose 


10 


aus PBS + Starke 


13 
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Patentanspriiche 

1. Racemate und Enantiomere der allgemeinen Formel 

R,— A — X— CHj 

R,_B— Y_CH 
1 

R3— C— Z— CHj 

worin R,, R2 und R3 AlkyI- oder Alkenylketten mit 2 bis 26 C-Atomen, 
wobei die Anzahl der Doppelbindungen 0 - 6 betragen kann, X, Y und Z 
-S-, -0-, -NH- Oder auch -CHj-, A. B. C, 
O 

-C- Oder -CHj- bedeuten, dadurch gekennzeichnet, daB jeweils eine der 
Seitenketten R,, R2 und R3 einen Fluorophor als molekularen optischen 
Sensor und ein anderer Rest R,, R2 und R3 einen Quencher enthalt, wobei 
alle chromogenen und fiuorogenen Substituenten Quencher sein konnen, 
deren Absorptlonsspektrum mit dem Emissionsspektrum des Fluorophors, 
der als molekularer optischer Sensor verwendet wird uberlappt, und die 
somit als Resonanzenergietransfer {RET)-Akzeptoren fur den Sensor- 
Fluorophor (RET-Donor) in Frage kommen. 

2. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS als fluo- 
reszierende Gruppen Pyren, Peryien, Anthryl. Anthraniloyi. SaliciloyI, 
Tetracen. Anthracen, Phenantren, Naphthalen, Cumaron, Cumarin, Acri- 
din. Aminonaphtolsulfonsaure, Phenyloxadiazol, Diphenyloxazol, Alloxa- 
zin, Stilben, Dibenzopyron, Fiuoren, Fluorenon, p-Quinon. Methylumbelli- 
feron, Trinitrophenylamin, Phenazin, Phenylindol, Quinolin. Diphenylacety- 
ien, Benzothiophen. Cyanothiocarbonyie, 1 ,3,5,7-Dekatetraen, Rhodamin. 
Diphenylhexatrien. Dansyl, 7-Nitrobenz-2-oxa-1 ,3-diazol (NBD), Benzo- 
carbazon, Dibenzofuran, Parinarsaure, 4,4-Difluoro-4-bora-3a-4a-diaza-5- 
indacen verwendet werden. 
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Verbindungen nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB als 
quenchende Gruppen Trinitrophenylamin Oder Pyren, Perylen, Anthryl, 
Anthraniloyl, SaliciloyI, Tetracen, Anthracen, Phenantren, Naphthalen, 
Cumaron, Cumarin, Acridin, Aminonaphtholsulfonsaure, Phenyloxadiazol, 
Diphenyloxazol, Alloxazin, Stilben, Dibenzopyron, Fluoren, Fluorenon, p- 
Quinon, Methylumbelliferon, Phenazin, Phenylindol, Quinolin, Diphenyla- 
cetylen, Benzothiophen, Cyanothiocarbonyle, 1 ,3,5,7-Dekatetraen, Rho- 
damin, Diphenylhexatrien, Dansyl, 7-Nitrobenz-2-oxa-1 ,3-diazol (NBD), 
Benzocarbazon, Dibenzofuran, Parinarsaure, 4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a- 
diaza-5-indacen verwendet werden, wobei deren Absorptionsspektrenden 
Bedingungen von Anspruch 1 entsprechen mussen. 



15 



Racemat und Enantionnere von O-Alkyl-diacyl-glycerolen, Di-O-alkyl-acyl- 
glycerolen und Triacylglycerolen nach Anspruch 1, 2 und 3. 

Racemat und Enantiomere der Verbindung nach Anspruch 1, 2 und 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie die Formel 



20 



25 




30 



hat. 



1-0-DodecYl-2-pyrendecanoyl-3-(2',4\6'-trinitrophenylaminododecanoyl)- 
sn-qlvcerol. 
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7. i-(2',4',6'-Trinitrophenylaminododecanoyl)-2-pYrendecanoyl-3-0-dodecyl- 
sn-glvcerol. 

8. i-0-Tetradecyl-2-0-pyrendecyl-3-{2',4',6'-trinitrophenylanninohexanoyI)- 
5 sn-glycerol. 

9. i-(2',4',6'-Trinitropheylaminohexanoyl)-2-0-pyrendecyl-3-0-tetradecyl-^- 
glycerol. 

10 10. rac.1-Oleoyl-2-pyrendodecanoyl-3-{2',4',6'-trinitrophenylaminododeca- 
noyD-glycerol. 

11 . i-(2',4',6'-Trinitrophenylaminododecanoyl)-2-pyrendodecanoyl-3-oleoyl- 
sn-Qlvcerol. 

15 

12. 1 -Oleoyl-2-pyrendodecanoYl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododecanoyl)- 
sn— glycerol. 

13. rac.1-Pyrendecanoyl-2-0-hexadecyl-3-(2',4',6'-trinitrophenylaminododeca- 
20 noyl)-glycerol. 

14. rac.1-Tetradecanoylamino-2-pyrendecanoyl-3-{2'.4',6'-trinitrophenyIami- 
nododecanoyD-propandiol. 

25 1 5. Racemate und Enantiomere von Alkylacyl-, DialkyI- und Diacyltrityl-glyce- 
rolen nach den Anspruchen 1. 2, 3 und 4, die die Formel 

R — O — CH2 
1 

30 ^2 O — CH 

Tr O — CH2 

Tr = Trityl (Triphenylmethyl) 
ERSMZBLATT (REGEL 26) 

BNSDOCID: cWO 9532181A1J_> 



wo 95/32181 



PCT/EP95/01919 



10 



30 



- 24 - 

haben, dadurch gekennzeichnet, daR. ein Radylrest Oder einen Fluo- 
rophor und ein anderer Radylrest R2 oder Ri einen Quencher kovalent 
gebunden enthalt. 

1 6. Verfahren zur Herstellung von Triacyl-, Alkyldiacyl- und Dialkylacylglycero- 
len, dadurch gekennzeichnet, dafi in den entsprechenden Alkylacyltrityl- 
glycerolen, Dialkyltritylglycerolen oder Diacyltritylglycerolen die Trityl- 
gruppe durch eine Acylgruppe in Gegenwart von Bortrifluorid-Etherat als 
Katalysator in einer Einstufenreaktion ersetzt wird. 



1 7. Verfahren zur Herstellung der neuen enantiomeren Triglyceridanalogen 1- 
0-Hexadecyl-2-pyrendecanoyl-3-Trinitrophenylanninododecanoylzsn-glyce- 
rol, 1 -0-Hexadecyl-2-pyrendecyl-3-trinitrophenylaminododecanoyl:^- 
glycerolund1-0-Hexadecanoyl-2-pyrendecanoyl-3-trinitrophenylaminodo- 
15 decanoyl-sn-glycerol, dadurch gekennzeichnet, daB in den entsprechenden 

Alkylacyltritylglycerolen, Dialkyltritylglycerolen oder Diacyltritylglycerolen 
die Tritylgruppe durch eine Acylgruppe in Gegenwart von Bortrifluorid- 
Etherat als Katalysator in einer Einstufenreaktion ersetzt wird. 

20 18. Wasserlosliche Konnplexe fluorogener Verbindungen nach einem der 

Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da(S das fluoreszierende 
Lipid nnit wasserloslichen lipidbindenden Proteinen, bevorzugt mit Rinder- 
serumalbumin, Humanserumalbumin, Ovalbumin, Lactalbumin, Casein, 
Apolipoproteinen, oder durch Acylierung, Alkylierung, Hydroxymethytie- 

25 rung, Carboxymethylierung oder Carboxylierung modifizierten Proteinen in 

waRriger Losung solubilisiert ist. 

19. Lyophilisate von wasserloslichen Lipid-Protein-Komplexen nach Anspruch 
18. 



20. Wasserlosliche Konnplexe der enantionneren Triglyceridanaloga 1-0-Hexa- 
decyl-2-pyrendecanoyl-3-trinitrophenylannino-dodecanoyl-:sn-glycerol, 1- 
0-Hexadecyl-2-pyrendecyl-3-trinitrophenylanninododecanoyl^sa-glVcerol 
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und i-0-Hexadecanoyl-2-pyrendecanoyl-3-trinitrophenvlaminododecanovl- 
sn-glycerol, dadurch gekennzeichnet. daI2. diese Lipide mit wasserloslichen 
lipidbindenden Proteinen, bevorzugt mit Rinderserumalbumin, Humanse- 
rumalbumin, Ovalbumin, Lactalbumin. Casein, Apolipoproteinen. oder 
5 durch Acylierung, Alkylierung, Hydroxymethylierung. Carboxymethylie- 

rung oder Carboxylierung modifizierten Proteinen in waBriger Losung 
solubilisiert sind. 

21 . Lyophilisate von wasserloslichen Lipid-Protein-Komplexen nach Anspruch 
10 20. 

22. Lyophilisate nach den Anspruchen 19 und 21, die in Gegenwart von 
Zusatzen, bevorzugt Starke, Glykogen organischen und anorganischen 
Salzen, Saccharose hergestellt werden. 

15 

23. Fluorimetrische Bestimmung von Lipaseaktivitaten, gekennzeichnet da- 
durch, daB man Komplexe der fluorogenen Substrate mit wasserloslichen 
Proteinen nach den Anspruchen 1 8 und 20 oder Losungen der Lyophilisa- 
te nach den Anspruchen 19 und 21 in waBriger Pufferlosung einem 

20 fettspaltenden Enzym anbietet und die Enzymaktivitat uber die Verande- 

rung eines Fluoreszenzparamet4rs, bevorzugt iiber den Anstieg der Fluo- 
reszenzintensitat des Sensor-Fluorophors bestimmt. 

24. Fluorimetrische Bestimmung von Lipaseaktivitaten. gekennzeichnet da- 
. 25 durch, daB Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 1 5 solubilisiert 

in Phospholipid-Liposomen, Vesikein, Detergens-Micellen oder Emulsionen, 
Losungen in organischen Losungsmittein oder Gemischen organischer 
Losungsmittel mit Wasser der Lipase anbietet und die Enzymaktivitat uber 
die Veranderung eines Fluoreszenzparameters, bevorzugt iiber den An- 
30 stieg der Fluoreszenzintensitat des Sensor-Fluorophors bestimmt. 

25. Verwendung der Bestimmungsmethoden nach Anspruch 23 oder 24 in 
der medizinischen Diagnostik zur klinischen Lipaseanalytik bevorzugt im 
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menschlichen Serum, Plasma und Fettgewebe nach oder ohne Heparinisie- 
rung des Spenders, bei pathologischen Erscheinungsformen wie Karzinom, 
Adipositas, Hyperlipidamie, Alkoholismus, Hepatitis, Pankreatitis sowie 
bei gesunden Spendern, zur Lipaseanalytik bei der biotechnologischen 
Lipaseproduktion, fur das Screening von Lipasen aus tierischen, pflanzli- 
chen und mikrobiellen Material, sowie chemisch und gentechnologisch 
modifizierter oder produzierter Lipasen, als auch bei ernahrungswissen- 
schaftlichen und lebensmittelchemischen Untersuchungen, bevorzugtfur 
das Screening von Lipasen und Lipaseinhibitoren. 

26. Verfahren zum Screening der Stereospezifitat von Lipasen, dadurch 
gekennzeichnet, daS man die Aktivitat der Lipasen an beiden Enantiome- 
ren der fluorogenen Verbindungen nach einem der Anspruche 1 bis 1 5 mit 
einem Verfahren nach Anspruch 22 oder 23 bestimmt. 



27. Kit zur Aktivitatsbestimmung von Lipasen, insbesondere Lipoprotein-, 
hepatische und pankreatische Lipasen, umfassend eine Lipase, insbeson- 
dere eine Lipoprotein-, hepatische und/oder pankreatische Lipase, als 
Positivkontrolle und ein oder mehrere Verbindungen nach einem der 
20 Anspruche 1 bis 15 sowie ubiiche Hiifsstoffe. 
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Fig. 3 
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